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Summary 
Conditions for isolation and culture of m巴sophyllprotoplasts in Lilium long併orumwere 
examined. Rossεt巴leafelongated from apical part of bulb-scale was used as material. When the 
leaf segments were incubated for 3.5 hr with 0.5% macerozyme and 1% cel1ulase dissolving with 
cultu町 mediumin osmolarity at 0.4 osmo1/kg， high yield of protoplasts wer巴obtained. If the 
m抗日rialplants were pre-cultivated under low-temperature and dark condition and protoplasts 
were isolatεd from short leaves， high viability of protoplasts was ensured. The viability was 
incre呂田dby addition of amino acids， polyamines and/or sugar mixture to culture medium. 
Although nuclear divisions were observed in these protoplasts， cell division could not occur. 
Kεy words: Lilium longijlorum， mesophyll protoplast， protoplast isolation. 
鯖雲
近年，高等植物のプロトプラストは，細胞融合による体細胞雑種の作出や遺伝子導入のため
の実験系として広く利用されるようになってきている.我々は細胞融合によってユリの新品種
を作出することを最終目的として，鉄砲ユリのプロトプラストからの植物体再生条件について
検討している.この研究において問題点はおおむね三つある.
第一の問題点は以下のようなことである.プロトプラストを細胞融合に用いるためには生物
活性の高いプロトプラストの単離条件，単細胞のプロトプラストからコロニーにまで増殖させ
うる分裂条件9 さらにはコロニ…から植物体への再生条件の三つの条件が確立される必要があ
る。
第二に，プロトプラストは一般に培養細胞あるいは葉肉細胞から単離されるが，培養細胞で
*現在:放射線影響研究所
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は遺伝的変異が起こりやすいために葉肉細胞を材料とすることが望ましい.
は，葉肉縮胞由来のプロトプラストからの植物体再生についての報告例は非常に多い
が3)，そのほとんどは双子葉植物が材料であり，単子葉植物では唯一アスパラガスで成功してい
るのみである 2) ユリのプロトプラストの培養例としては，Lilium 51うeci05umX henryiの培養
細胞を用いた1:903)が報告されているが，この場合には分裂は 3細胞段踏までであり，その分裂率
も0.1%と非常に低い@
我々が材料として選んだ、鉄砲ユリの葉肉プロトプラストからの植物体再生には，上述のよう
な種々の問題点がある.しかしながら，このような材料を用いた検討によって，プロトプラス
ト培養に係わる様々な問題点を明らかにすることもできると考えられる.本報では単子葉植物
である鉄砲ユリの葉肉プロトプラストの単離@培養の条件について検討した結果を報告するこ
ととする.
材料法び方法
1.材料
鉄砲ユリ (Lilium10ηg♂'orum Thunb.)の生長点より された無菌@無ウイルス球根は当
研究室で維持培養されているへこの球根を MurashigeとSkoog5)の無機塩類組成とビタミン
類(以下MS培地と略す)， O.l，uMナフタレン酢酸 (NAA)，4 %ショ糖， 0.3%ゲルライト
(Merck)を含む培地で培養し，鱗片ヒ端から伸長してくるロゼット葉を材料とした.ロゼッ
ト葉はメスを用いて幅1mmに細断し，喜孝素処理を行った.
2.酵紫処理
細断した葉19を100m!!の三角フラスコに入れ，これに10m!!の酵素溶液を加えた後， 300Cで45
rpmの往復振還を行った.使用した酵素は， macerozyme R-10 (近畿ヤクルト)ヲ cellulase
Onozuka R-10 (近畿ヤクルト)， driselase (協和発酵工業)， pectolyase Y23 (盛進製薬)の4
種である.また酵素は MS培地あるいは5mMの2-(N -morpholino) ethanesulfonic acid 
(MES)に10mMのCaC12と5mMのMgCしを添加した漉液(以下醇素溶解液Aと呼ぶ)に溶
解して使用した.浸透圧調節剤としてはグルコースを用いた.
3.プロトプラスト (J)精製
酵素処理後，プロトプラストを含む酵素溶液を100μmのナイロンメッシュで漉過し，組織残
潰を除去した.プロトプラスト液を80Xgで3分間遠心し，上清を捨て 9%グルコースを含む
MS培地を加えで洗浄し，この操作を3回繰り返した@その後，プロトプラスト液を20%薦糖液
上に重層し， 100x gで5分間遠心して細胞残濯を除き，プロトプラストを精製した.
4. ブロトプラストの培養
プロトプラストはmultiple-drop-array(MDA)法6)で培養し， agaroseは低融点agaroseの
Sigma社の TypeVl agaroseを用いた.細胞密度は 3X 104/叫とした.基本培地に MS培地を
用い， 4.5%グルコース， 3%ショ糖， NAAとベンジルアデニン (BA)を添加した.浸透庄は
0.3 osmol/kgとなった.
鞍数を測定するためには，単離産後のプロトプラストの場合は，45%酢酸:エタノールヱ 1: 
3で隠定してスライドグラス上で風乾い培養後のプロトプラストは，スライドグラス上で5%
25 
グルタールアルデヒドを用いて固定し， 1 %酢駿オルセインで染色した後，顕微鏡で観察した.
細胞壁の再生状態はプロトプラストを0.1%のcalcofluorwhite STで染色し，蛍光顕微鏡で観
察した省生存率の測定は0.02%のfluoresceindiacetateで染色し，蛍光顕徴鏡で観察した.
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1 .プロトプラスト収量に及ぼす酵素の影響
葉肉組織からのプロトプラストの単離には 2段階の反応、が必要とされる.まず，細胞聞を接
しているペクチン質などを溶解して単細胞を得る.次にセルロースを主成分とする細胞壁を
分解することによってプロトプラストが得られる.前者の酵素には， macerozymeや
pectolyase等があり，後者の醇素としては cellulaseが代表的である.また driselaseは問者の
機能を合わせ持っている.
そこでまず¥これらの酵素によるプロトプラストの単離に対する効果を調べた.酵素は酵素白
溶解液Aに溶解して処理した.浸透庄はo. 5osmol/kgとした.効果を示す指標は，プロトプラ
スト収量，培養1週間後の生存率と細胞壁再生率とした.単離したプロトプラストは， MS培地
に4.5%グルコース， 3%ショ糖，1，uMのNAAとちAを添加した培地で培養し，浸透圧は0.3
osmol/kgとなった.
その結果を Table1に示した.pectolyaseについては， macerozymeに比較して細胞単離効
果が弱かった.driselaseはプロトプラスト収量の増加をもたらすが，単離されたプロトプラス
トの生存率や縮胞壁再生率が著しく抵くなった.これはおそらく driselaseが残留し，細胞壁再
生等に悪影響をもたらしているためであろうと推測された.同様の事実はいくつかの植物種で
報告されている九プロトプラスト収量，生存率，細胞壁再生率のいずれも満足させる結果は，
0.5%macerozymeと1%cellulaseを用いた場企に得られたが(Table1)ヲプロトプラストは比
較的均一であり (Fig.1)，再生細胞壁も厚かった(Fig.2).以上の結果から，酵素としては0.5%
のmacerozymeと1%のcellulaseを用いることとした.
次に酵素の処理時簡を決定した.0.5%のmacerozymeと1%のcellulaseを用いて各種の時
間処理した結果，3.5時間の酵素処理によって最も多いプロトプラスト収量が得られることが明
結果及び考察
Effects of enzymes on yield and viability of protoplasts. 
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The leaf segments werεincubated for 2 or 4 hr with solution A (5mM MES， 10mM CaC12 and 5mM MgC12， 
osmolarity was at 0.5 osmol/kg) containing macerozyme， pectolyase， cellulase or driselas巴 Theyield of 
protoplasts were measur巴daft巴rprotoplast purification. 
alThe viability and wall r巴gerationw己recounted after 1 week of culture. 
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Fig. 1 Isolat巴dlily mesophyll protoplasts. Th記
protoplasts werεisolated from lily ros巴te
leaves by 0.5% macerozyme R..I0 and 1% 
C色llulaseR.IO. Bar=lOμm. 
Fig.2 Fluor巴sc日ntmicro'photograph of lily 
m日sophyllprotoplasts. 1、heprotoplasts 
were isolated， cultured for 1 week and then 
stained with 0.1% calcofluor White ST. 
Bar=lOμm 
~600 
IJ. 
。 2 
Duration 01 enzyme trootment (hr) 
Fig.;) Effect of duration of enzyme treatm巴nton protoplast 
yield. Th日leafsegments w己τeincubatεd with solution A 
(5mM MES， lOmM CaC12 and 5mM MgCl，) containing 0 
5% macerozyme R.IO and 1% cellulase R.IO (osmolarity 
was at 0.5 osmal/kg) for various durations 
らかとなった (Fig.3)。
醇素j容液の浸透圧もプロトプラスト きく影響することが知られている7) そこでラ酵
素溶解液 0.5%macerozymeと1%cellulase， :処理時間3.5時間の条件でラ添加するグルコー
スの濃度を変えることにより，浸透圧を0.3から0.5osmol/kgまで変化させてプロトプラストを
単離した@単離したプロトプラストは， MS培地に 3%ショ糖， 4.5%グルコースラ 1μMの
NAAとBAを添加した培地で培養し，浸透圧は0.3osrnol/kgとした@その結果を Fi交 4に示す
が， 0.4 osmol/kgの浸透庄の場合に最もプロトプラスト収量が多くなった.
以上の実験において，酵素処理は酵素滞解液Aを用いて行った@プロトプラスト単離後の精
製及び培養には MS培地を用いているので，溶液の成分変化がプロトプラストの生物活牲に向
らかの悪影響をもたらす可能性がある。そこで，酵素は0.5%のmacerozymeと1%のcel.
lulaseとし?処理時間3.5時間，浸透圧o. 4osmol/kgの条件で，酵素溶解液AとMS培地のプロ
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Fig. 4 Effect of osmolarity in enzyme solution on protoplast 
yield. The leaf segments were incubated for 3.5 hr with 
solution A (5mM MES， 10mM CaC12 and 5mM MgC12) 
containing 0.5% macerozyme R-I0 and 1% cellulase R-10 
at various osmolarities. 
トプラストに与える影響についても調べた.
単離したプロトプラストは， MS培地に
4.5%グルコース， 3%ショ糖，さらに 1
μMのNAAとBAを添加した培地で，浸
透圧o. 3osmol/kgで培養した@その結果，
MS培地を用いた方がプロトプラスト収量，
培養 1週間後の生存率共に高かった
(Table 2). 
4.材料の低温及び精処理の影響
葉肉細胞からプロトプラストを単離する
際に，植物体を一定期間低温環境や暗黒下
に置くことにより，プロトプラスト収量，
生存率等が向上することが報告されて
いる8)砂そこで，本実験に使用している
材料を24時間， 25あるいは 40Cの温度
で連続照明下あるいは暗黒下に置いた.
その後， 0.5%のmacerozymeと1%
のcellulase，処理時間3.5時間，浸透圧
0.4 osmol/kg，酵素滞解液にはMS培
地を使用してプロトプラストを単離し
た.単離したプロトプラストは，MS培
地に， 4.5%グルコース， 3%ショ糖，
IμMのNAAとBAを添加した培
地で培養し，浸透庄は0.3osmol/kgと
した.Table 3に示すように，低温
(4 T)及び暗処理はプロトプラスト
Tablε2 Effect of enzyme dissolving solution on 
yield and viability of protoplasts 
Enzyme dissolving Yield Viabilityal 
801ution (1が/gFW) (%) 
Solution A bl 544 82 
MS medium 972 92 
The leaf segments w芭reincubated for 3.5 hr with 
solution A or MS medium (osmolarity was at 0.4 
osmo!/kg) containing 0.5% macerozyme and 1% 
cεlIulase. The yield of protoplasts were measur巴d
after protoplast purification 
alTh巴viabilitywas count巴dafter 1 week of culture. 
blSolution A: 5mM MES， 10mM CaCl， and 5mM 
MgCl， 
Table 3 Effect of material pre-treatment on yield and 
viability of protoplasts. 
Pre-treatmental 
Viabilityal Yield 
Light Temperature (10'/g FW) (%) 
condition (T) 
Light 25 653 86 
Dark 25 848 88 
Light 4 736 92 
Dark 4 1，044 96 
alMaterial plants were pre-treated for 24 hr with continu-
ous light or dark conditions at temperature of 25 or 4 T. 
The leaf s巴gmentsfrom material plants were incubated 
for 3.5 hr with MS medium (osmolarity was at 0.4 osmo!/ 
kg) containing 0.5% macerozyme and 1% c巴lIulase.The 
yield of protoplasts were m巴asuredafter protoplast purifi‘ 
catwn. 
blTh日viabilitywas counted after 1 week of cultur巴.
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の収量を増加させるとともに，生存率をも
向上させた.この結果は，これらの処理に
より縮胞膜が強国になり単離されたプロト
プラストの損傷が減ったことを示している
ものと推測される.
5 .葉の齢の影響
プロトプラストを単離する材料としてロ
ゼット葉を用いているが，その中には種々
の長さの葉が含まれている.鉄砲ユリのロ
ゼット葉は鱗片上端の細胞が分裂し，その
後伸長して形成される.従って，短い葉の
細胞は分裂後まもない小さな細胞であり，
葉が長くなるにつれて構成している細胞も
大きくなるものと予想される.プロトプラ
ストは小さいほど生物活性が高いことが予
想されるので，まず種々の長さの葉からプ
ロトプラストを単離して，プロトプラスト
の直径について調べた.材料は24時間， 40C 
の温度で暗黒下に置いた植物体から採取し
た.酵素としては0.5%のmacerozymeと
1%のcellulase，処理時間3.5時間，浸透圧
o . 4 osmol/kg，酵素溶解は MS培地を使用
してプロトプラストを単離した.その結果
(Table 4)，葉の長さが短くなるにつれて
プロトプラストは小さくなり，原形質に
んでいることが観察され，また長さ15mrn以
下の葉から単離したプロトプラストではM
期の細胞も認められた.
この結果から，短い葉から単離したプロ
トプラストでは，生存率も高くなることが
期待された.そこで，単離したプロトプラ
ストを MS培地に4.5%グルコースヲ 3%
Table 4 Correlation betwe巴nmater匂lleaflength
and protoplast size. 
Leaf length Protoplast Proportion 
(mm) diameter Cum) of M c巴Ils(%) 
~15 54土13.4 0.46 
16~30 62土16.2 。
31~45 64土20.4 。
46~60 72:!:19.4 。
M旦terialplants w巴repr巴 treatedfor 24 hr with 
dark conditions at temperature of 4 oC. Th巴 leaf
S巴gmentsfrom material plants w巴reincubated for 
3.5 hr with MS m巳dium(osmolarity was at 0.4 
osmol/kg) containing 0.5% macerozyme and 1% 
cellulase. The diameter of protoplasts and propor-
tion of M cells were measured after protoplast 
purification. At least 300 protoplasts w巴rε
meausred for protoplast diameter and the standard 
errors werεcalculated 
75 
~50 
〉、
心
芸25
。。 2 
Cutture period (weeks) 
3 
Fig.5 Eff巴ctof leaf length on protoplast viabilω 
ity. Th巴protoplastwere isolat日dfrom leaf 
at various lengths and cultured. The proto 
plasts were isolated from leaves shorter than 
15 mm (e)， from 16 to 30 mm (0) or from 
31 to 60 mm (口).
ショ糖，さらに 1μMのNAAとBAを添加した培地で，設透圧0.3osmol/kgで培養した.そ
の結果，短い葉 (30脚未満)からのプロトプラストでは生存率は上昇したが (Fig.5)，分裂に
は至らなかった.
6 .プロトプラストの核数の測定
細胞分裂は核分裂と引き続いて起こる細胞質分裂の 2段階を経て完了する.従って縮脂分裂
が起こらなくとも核分裂のみは起こっている可能性がある.そこで核染色を行い，プロトプラ
ストの核数について調査した.材料は24時間 40Cで暗黒下に置いたものを使用した.0.5% 
macerozymeと1%cellulase，処理時間3.5時間，浸透圧0.4osmol/kg，酵素溶解は MS培地を
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使用してプロトプラストを単離した.
核染色の結果 (Fig，6)， 1細胞中に 2
個以上の核を持つ多核細胞が認められ
Fig， 7 Changes in number of cells with multi-nuclei 
The protoplasts were isolated from 1巴av巴sshor-
t日rthan 15 mm (畿)， from 16 to 30 mm (0) or 
from 31 to 60 mm (口)，
た.
単離直後の多核細胞は単離操作中に融合したものであるとも考えられるので，培養したプロ
トプラストの核数についても諦べた.単離したプロトプラストを， MS培地に4，5%グルコ
スラ 3%ショ糖，さらに lμMのNAAとBAを添加した培地で，浸透圧O，3osmol/ぬで培養
した.多核縮胞の割合は培養経過に伴って増加する傾向がみられた((Fig，7).従って，細胞分
裂には歪らないが按分裂は起こる細胞が比較
的多数存在することが判明した.また短い葉 60 
(30mm未満)からのプロトプラストでは多核
縮施の割合が高く 9%にもなることから潜在
的に高い分裂活性そ有していることが示唆さ
れた.
7.アミノ駿，ポリアミン，糖類j毘液の影響
以上の実験から，生物活性の高いプロトプ
ラストの単離や培養後の生存率の向上に関し
ていくつかの知見を得ることができた.さら
に，培養経過に伴って多核細胞が増加するこ
とから潜在的な分裂能力は存在することが示
唆された.従って，何らかの抑制要因を除去
しさえすればプロトプラストは分裂するもの
と考えられた.そこで，各種の代謝活性を賦
活化する物質を添加してその効果を調べるこ
とにした.
材料は24時間40Cで暗黒下に置いた横物体
を使用した.酵素にはO，5%macerozymeと
1 %cellulase，処理時間は3，5時間，浸透庄は
( 。~ a 〉
まP
15 
Q 20 
〉
。
L-.t 
0 1 10 100 1000 
Concentration (jJM) 
Fig， 8 Effects of amino acids on protoplasts via 
bility， The protoplasts were isolated from 
leaf by 0.5% m呂cerozymeR-10 and 1% cel-
lulase R--10， and cultured for 3 w巴巴kson th白
MS medium containing 3% sucrose， 4，5% 
glucose， 111M of NAA， 1μM of BA and vari-
ous amino acids such as proline (.)， 
glutamine (0)， asparagine (.6，)， or serin巴
(ム).
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Concentration (μM) Fig. 10 Effects of sugar mixtur日onproto-
plasts viability. The protoplasts 
were isolated from leaf by 0.5% 
macerozymεR-10 and 1% cellulase 
R-10， and cultured for 3 w巴ekson 
the MS medium containing 3% su-
crose， 4.5% glucose， 1μM of NAA， 
1，uM of BA and various concentra命
tions of sugar mixture. The sugar 
mixture contained galactose， 
arabinose， fructosε， mannose， and 
xylose at same conc巴ntration.
Fig. 9 Effects of polyamines and its precur-
sor on protoplasts viability. Th巴proto也
plasts were isolated from leaf by 0.5% 
macerozym日 R-10and 1% cellulase R 
-10， and cultured for 3 weeks on the MS 
medium containing 3% sucrose， 4.5% 
glucose， 1μM of NAA， 1μM of BA and 
various polyamines and its precursor 
such as putrescine (ム)， spermidine (A)， 
sp巴rmine(0)， or agrinine (.) 
0.4 osmol/kg，酵素溶解には MS培地を使用してプロトプラストを単離した.単離したプロト
プラストを， MS培地に4.5%グルコース， 3%ショ糖，さらに 1μMのNAAとBAを添加し
た培地で培養し，浸透圧は0.3osmol/kgとした.ここに各種の物質を添加し，培養3週間後の
生存率を調査した.
培養細胞は植物体とは異なり窒素代謝が抑制されている例が多いのでヘグルタミン，アスパ
ラギン，セリン等のアミノ酸を培地に添加した.またプロリンが分裂や分化に促進的に働くと
いう報告10，11)もあるので，その影響についても検討した.その結果，アスパラギンの促進効果
が弱い以外は，いずれのアミノ酸を添加した場合にも，生存率の向上がみられた (Fig.8). 
次に核酸代謝を活性化させることが知られているポリアミン類(プトレツシン，スペルミジ
ン，スペルミン)及びその前駆体であるアルギニンを添加したところ，この場合にも生存率は
向上した (Fig.9). 
鉄砲ユリのプロトプラストの再生細胞壁はタバコなどと比較すると非常に薄しそのために
分裂が抑制されている可能性も考えられた.そこで，微量糖類，すなわちガラクトース，アラ
ピノース，フラクトース，マンノ…ス，キシロース等の糖類の混液を培地に添加した.その結
巣，生存率の向上は顕著ではなかったが(Fig.10)，細胞は培養3週間目でも原形質に富み，分
裂様の変形をすることがわかった.
8 .ホルモン濃度の再検討
以上の実験において培地に添加する植物ホルモンとしては， 1μMのNAAとBAを用いて
きた.各種の単離条件や培養条件の改良によって，培養3週間自においても60%の生存率が確
保できるようになったが，その後細胞は把大化して死滅し，細胞分裂は全く観察されない状況
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であった@そこでラ細胞分裂に最 Table 5 Effect of phytohormones on protoplast viability 
も大きな影響を与える植物ホルモ
ンの濃度について再検討すること
とした
材料は24時間40Cで暗黒ドに置
いた植物体のロゼット葉を使用し
た. O. 5%macerozymeと 1%
cellulaseラ処理時間3.5時間ヲ浸透
圧0.4osmol/kg，酵索溶解には
MS培地を使用してプロトプラス
トを単離した.単離したプロトプ
ラストを， MS培地に4.5%グル
コー ス， 3%ショ糖， 1μMのセ
リンヲ 10μMのプロリンヲスペルミ
ジンヲプトレツシン， 100μMのグ
ルタミンラスペルミンと各100mg!
Eのガラクトースヲアラビノース，
フラクトース，マンノースヲキシ
Phytohormones 
NAA (uM) 
。 。‘1 1.0 10.0 100.0 。 50 37 38 46 
0.1 38 43 50 58 
BA ト一一一一一一一一一
1.0 57 52 51 42 
(μM) ト一一一一一一一一一
10.0 51 47 57 72 57 
100.0 63 3 
Material plants were pre-treated for 24 hr with dark condi-
tions at temperature of 4 oc.The leaf segments from undぽ
15mm Jength !eaves w芭reincubated for 3.5 hr with MS 
medium (osmolarity was at 0.4 osmol/kg) containing 0.5% 
macerozym日and1% cellulase.すhむprotoplastsw日recultured 
for 3 weeks on the MS medium containing 3% sucrosだ， 4.5%
g!ucose， 1，uM of serinε， 10μM of prolin巴， putrescine and sper. 
midine， 100μM of glutamine， asparagine ans spεrmine， 100mg/ 
.e of garactose， arabinose， fractose， mannose and xylos巴
(osmolarity was at 0.3 osmol/kg). Values in the table indicat. 
ed viability of protoplasts aft日r3 weεks ()f culture. 
ロースを添加した培地で培養し，浸透圧は0.3osmol/kgとした e
各種濃度のNAAとBAを培地に添加してプロトプラストを培養したところ， 10μMの
NAAとBAを添加することにより，最も高い生存率が得られラほぽ70%の細胞が生存していた
(Table 5). 
今後さらに培養条件を検討しヲプロトプラストの分裂鎗植物体再生条件を決定する予定であ
る.
要
単子葉植物である鉄砲ユリの葉肉プロトプラストの単離⑨培養条件について検討した@材料
としては培養球根の鱗片上端から伸長してくるロゼット葉を使用した@酵素として0.5%
macerozymeと1%cellulaseを用い，酵素溶解液には培養培地と同様の液を用いて3.5時間処
理し，酵素液の浸透圧をo. 4osmol/kgとすることにより，満足できるプロトプラスト収量を得
ることができた.さらに材料植物体をf~混@暗黒下で前処理することや短いロゼット葉からプ
ロトプラストを単離することなどによって高い生存率を確保で、きた匂アミノ酸やポリアミンヲ
糖類混液の培地への添加によって生存率は向上した。しかしヲこれらのプロトプラストは核分
裂は行うものの細胞分裂にまで歪らなかった@
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